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摘要 : 异 三 元 G 蛋白 是 真 核 细胞 感知 外 界 信号 后 将 信号 传递 到 胞 内 的 重要 分 子 , 在 生物 中 参与 了 广泛 的 信号 转 导 
途径 ,如 光 、 神 经 递 质 和 激素 等 。 为 了 研究 G 蛋白 在 家 看 Bombyx mori 中 的 生理 功能 及 其 作用 机 理 , 我 们 运用 生物 
言 息 学 方法 在 已 有 的 家 答 基 因 组 数据 库 中 找到 了 一 段 与 G 蛋白 alpha 亚 基 (Go) 同 源 性 很 高 的 序列 。 通 过 设计 特异 
性 引物 ,运用 PCR 和 КАСЕ 技术 , 成功 地 克隆 了 一 个 家 等 Са 基因 的 全 长 cDNA 序列 。 该 基因 全 长 1 509 bp ( GenBank 
登录 号 :EU914850), 开放 阅读 框 (ORF) 为 1 158 bp; 编码 385 个 氨基 酸 。Blast 和 DNAstar 等 软件 分 析 发 现 该 基因 编 编 
码 的 和 蛋白质 与 其 他 物种 已 知 的 Ga 具有 一 定 的 保守 性 ,将 它 命名 为 BmGa73B。RT-PCR 扩 增 检测 该 基因 在 家 看 不 同 
组 织 器 官 和 不 同 发 育 时 期 的 转录 表达 活性 ,结果 表明 它 在 不 同 发 育 时 期 的 家 蛋 各 组 织 器 官 中 都 有 表达 。 从 组 织 水 
FEF, BmGa73B 在 中 肠 中 表达 量 最 高 ,在 马 氏 管 \ 涉 部 和 神经 索 等 组 织 中 也 有 适量 表达 。 在 家 看 的 不 同 发 育 时 期 
中 ,转录 水 平 峰值 出 2. 早期 也 有 适量 的 表达 , ПЕ fE UB R N Ji а УЛ Kas. ЯҢЫ 
明 BmGa73B YESH АЕК ИІНІ ЖІ, Е-Е G 
的 基础 。 

关键 词 : СЕН; Wik; ZR: 克隆 ; 表达 ; RT-PCR 
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Cloning and expression of а G protein alpha subunit gene BmGa73B from 
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Bombyx mori 
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Abstract: The heterotrimeric GTP-binding proteins are vital molecules in eukaryotic cell signal transduction; 
they mediate extracellular signals to pass down to the downstream effectors. In order to investigate the 
physiological function and action mechanism of the silkworm G protein which takes part in multiple signal 
transduction pathways; we found a known G protein alpha subunit homolog in silkworm genome database by 
means of bioinformatics. A novel G protein alpha subunit from Bombyx mori was cloned by PCR and RACE 
using specific primers and named Втба73В. The full-length BmGa73B gene С GenBank accession no. 
EU914850) was 1 509 bp with a 1 158 bp ORF coding for 385 amino acid residues. Sequence analysis aided 
by Blast and DNAstar revealed that the BmGa73B protein contained all the well-conserved domains and motifs 
that were critical sites for interaction with receptors and other binding effectors compared with the already 
known Ga sequences in other species. RT-PCR was conducted to investigate the BmGa73B expression in 
different tissues and at different developmental stages. The results indicated that BmGa73B was widely 


expressed in B. mori tissues; especially rich in the midgut; it was also obviously present in head; Malpighian 
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tubule and other tissues. Тһе stage-specific expression patterns indicated that BmGa 73 В was mainly expressed 


in larvae; also existed in early pupae» but less ог not expressed in later pupae and adults. Тһе results suggest 


that Втба73В тау play crucial roles at the early developmental stage of the В. mori midgut; which could be 


a clue to further investigate the function of G proteins in silkworm development. 


Key words: G protein; alpha subunit; Bombyx mori; 








G 和 蛋白 (G-protein) 家 族 在 昆虫 信号 传导 中 起 着 
十 分 重要 的 作用 ,它们 参与 昆虫 的 视觉 .嗅觉 和 内 分 
































cloning; expression; RT-PCR 





在 多 种 昆虫 中 , 不 同 家 族 的 G 蛋白 已 经 被 研 
究 。 从 果 晶 中 已 鉴定 的 G 蛋白 有 6 个 a 亚 基 、3 个 8 





























泌 激 素 等 多 种 信号 的 传导 , 调节 昆虫 的 发 育 , 与 神 
经 \ 疾 病 、 行 为 .嗅觉 和 视觉 生理 活动 密切 相关 。 六 
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亚 基 和 2 4 y ЛИ. KE Bombyx mori ТЕЛЕ 
经 济 昆虫 ,也 是 继 果 蝇 之 后 又 一 个 比较 适用 于 昆虫 












































多 激素 、 神 经 递 质 、 神 经 冲动 、 光 、 药 物 等 都 是 通过 膜 
受 体 与 G 蛋白 偶 联 , 从 而 将 外 界 信息 传递 至 细胞 内 
(Neves et al.» 2002; McCudden et al.» 20052. СЕ 
这 一 高 度 特异 性 的 信号 传导 分 子 能 够 调节 多 种 信 
通路 的 活性 与 交叉 , 因而 产生 各 式 各 样 的 生理 反 
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Е] 
应 。 










































































G 蛋白 属于 СТР 结合 蛋白 (GCTP binding 
protein), НЕМЕ Ы, 具有 水 解 GTP Æ 
成 GDP 即 СТР 酶 (GTPase) 活 性 的 功能 , 定位 于 细胞 
膜 上 。 异 三 元 G 蛋白 (简称 G 蛋白 ) 是 由 o8 和 73 
个 亚 基 组 成 , 与 7 次 跨 膜 受 体 相 偶 联 。B 9 y 亚 基 
始终 以 二 聚 体 的 形态 结合 在 一 起 , 并 通过 y 亚 基 定 
位 于 细胞 质 膜 上 。Ga 既 可 以 与 GDP 结合 , 也 可 以 




















































































































与 GTP 结合 。 与 GDP 结合 的 Ga 处 于 非 活性 状态 ， 
一 般 同 Ву 形成 三 聚 体 。 当 受 体 与 信号 分 子 结合 后 ， 














受 体 的 构象 发 生变 化 ， 使 Ga 亚 基 上 结合 的 GDP 被 
СТР 取代 , 导致 Ga Сру 分 离 , 二 者 分 别 激 活 不 同 
的 效应 器 。 因 此 ,信号 通路 打开 。 由 于 a 亚 基 自 身 
具有 水 解 GTP 的 活性 , 即 回 到 GDP 的 起 始 状 态 ,使 a 
与 By 又 形成 三 聚 体 , 从 而 结束 信号 转 导 (Neves et 
al., 2002). 

Ga 亚 基 含有 两 个 结构 域 , 一 个 是 结合 和 水 解 
GTP(Lambrieht et al., 1996; Sunahara ег al., 1997), 
也 是 a 亚 基 的 高 度 保守 区 。G 蛋白 a 亚 基 的 СТР Bš 
区 结构 与 GTP 酶 超 家 族 及 小 G 和 蛋白、 延伸 因子 相 
似 。 男 一 个 是 a 螺旋 区 ,该 区 将 GTP 埋藏 在 a 亚 基 
的 核心 内 (Noel et olL.，1993)。 螺 旋 区 在 不 同 的 亚 
基 家 族 中 有 显著 差异 ,参与 调节 受 体 与 效应 器 一 一 
G 蛋白 之 间 特 异性 偶 联 。 根 据 Ga 亚 基 激活 效应 分 
子 的 不 同 , Са 亚 基 分 为 G, Gyo? G, 和 Слз (Downes 
and Gautam, 1999; Cabrera et al.，2003) 4 类, 不同 
BJ G 蛋白 能 特异 地 将 受 体 和 与 之 相 适 应 的 效应 酶 
偶 联 起 来 (Hildebrandt，1997; Albert and Robillard; 
2002; Cabrera et al.» 20032. 













































































































































































研究 的 模式 生物 。 至 今 已 有 一 些 关 于 家 看 G 和 蛋白 
的 作用 研究 ,已经 报道 了 4 个 a 亚 基 ,并 对 其 亚 基 的 
功能 作 了 一 定 的 研究 (Miura et al., 2005; Hull et 
al .，2007)。 本 研究 根据 序列 相似 性 , 家 看 表达 序列 
标签 和 基因 组 序列 ， G 蛋白 a 基因 进行 了 
克隆 测序 ,并 对 其 蛋白 序列 进行 了 分 析 , 还 初步 调查 
222... 的 转录 活性 ， 
研究 结果 可 为 进一步 研究 G 蛋白 信号 转 导 在 家 看 
中 的 功能 提供 参考 。 






































































































































1 材料 和 方法 


11 供 试 昆虫 
家 到 品 种 为 大 造 (P50), 由 中 国 农业 科学 院 看 业 

研究 所 提供 , 按 常规 方法 饲养 。 分 别 取 其 不 同 发 育 
阶段 和 5 龄 幼虫 不 同 的 组 织 器 官 在 液 氮 中 冷冻 后 ， 
于 -80% 保 存 备 用 。 
12 Яя Ga 基因 的 生物 信息 学 分 析 

从 NCBI 下 载 家 看 的 基因 组 序列 和 EST 序列 作 
为 数据 库 ,已 知 的 Ga 基因 的 蛋白 质 序列 作为 输入 序 
列 , 利 用 本 地 化 的 Blast 软件 对 数据 库 进行 比 对 搜 
索 ,对 得 到 的 序列 作 预 测 、 比 对 验证 后 ,预测 到 一 段 
KE Ga 基因 的 部 分 序列 。 
1.3 家 大 总 RNA 提取 、 引 物 设计 和 cDNA 模板 合 
成 







































































使 用 Invitrogen TRIzol 试剂 盒 , 按 试剂 盒 说 明 提 
DO 大 造 各 时 期 和 组 织 器 官 的 总 ВМА, 然后 用 家 
ЖА RNA 为 模板 , 按 TOYOBO 反 转 录 酶 的 使 用 说 明 
进行 cDNA 第 一 链 的 合成 ; 并 以 此 为 模板 进行 PCR 
扩 增 ,所 有 步骤 均 按 照 试 剂 的 使 用 说 明 书 进行 。 根 
据 预 测 到 的 一 段 Ga 基因 核酸 序列 运用 Primer 
Premier 5.0 软件 设计 引物 。 引 物 序 列 为 : 正 向 引物 
GF1: 5'-ТАСТТТСАССАССТССССТС-3', /5 4 5| %) 
СВІ: 5'-ССАССТССААСАТССАСААС-3'. 


















































8 期 章 玉 萍 等 : 家 看 G 蛋白 a À 
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14 RE Ga 基因 的 克隆 和 序列 测定 
以 5 ERKE cDNA 为 模板 ,用 GF1/GR1 引物 进 
ÍT PCR 扩 增 。 反 应 条 件 为 : 94%C 30 s, 55% 30 s 
72% 30 s, 30 个 循环 ,72% 延伸 10 min, 4C 保存 。 
PCR 产物 回收 纯化 后 ,进行 TA 克隆 C TaKaRa, 
pMD18-T 载体 ,大 肠 杆菌 рнба), 阳性 克隆 通过 鉴定 
后 送 Invitrogen 公司 测序 。 
1.5 快速 扩 增 cDNA 末端 反应 (rapid amplification 
of cDNA ends, RACE) 
根据 上 述 克 隆 测序 所 得 结果 ,设计 两 条 特异 性 
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则 ,得 到 每 个 序列 包含 的 蛋白 质 编 码 区 (coding 
sequence, CDS), 然后 对 翻译 得 到 的 蛋白 质 序列 , fE 
比 对 验证 ,最 后 得 到 了 一 段 大 小 约 300 bp 的 家 看 Са 
基因 的 部 分 CDS 核 背 酸 序列 。 
22 RE Ga 基因 的 克隆 

ERZE 5 龄 幼虫 的 总 RNA, 反 转录 为 cDNA, 
以 GF1 和 GR1 引物 进行 RT-PCR 扩 增 , 得 到 一 条 约 
260 bp 的 扩 增 带 ( 图 1), 通过 胶 回 收 后 连接 到 
pMD18-Vector 载体 上 并 进行 序列 测定 。 将 该 序列 进 
行 Blast 和 同 源 性 分 析 , 结果 初步 断定 获得 的 片段 是 









































引物 分 别 进 行 5' 端 КАСЕ ЖІ 37%) КАСЕ 反应 。 进 行 
5' 端 КАСЕ 反应 的 特异 性 引物 GRS' 的 序列 为 5'- 
АСАТТСССТСАССССССССТСТС-3', 进行 3' 端 RACE 
有 反应 的 特异 引物 СЕЗ 的 序列 为 3- 
САТССАССССССССТАСААСАС-3'. RACE 反应 按照 
Invitrogen 公司 试剂 盒 说 明 书 进行 。 扩 增产 物 经 琼脂 
糖 凝 胶 电 泳 ,回收 目的 片段 ,TA 克隆 并 测序 。 
1.6 cDNA 全 长 验证 

根据 扩 增 得 到 的 5 和 3' 端 片段 的 序列 分 别 设计 
扩 增 全 长 cDNA 的 引物 , 以 验证 基因 的 完整 性 。 正 
向 引物 GF2: 5'-ATGCGCTTGCTACCCTGCAT-3', /5 |9] 
引物 GR2: 5'-АТТСАССАССТСССТСАСТАТ-3'. PCR 
反应 扩 增 条 件 除 退火 温度 为 58% 外 , ERE 1.4。 
17 ЖЖ Go 基因 的 表达 谱 研 究 

KTE 5 龄 幼虫 不 同 组 织 器 官 总 RNA 提取 ,主要 
包括 :血液 .中 肠 、 丝 腺 、 马 氏 管 脂肪、 头 、 皮 肤 、 神 经 
ЖОЛЫН ЖІ; 不 同 发 育 期 总 RNA 提取 ， 
主要 有 :1~5 龄 幼虫 , 预 肾 第 1 天 , 预 肾 第 2 天 ,整个 
晴 期 和 成 虫 。 然 后 按 试 剂 盒 说 明 进行 cDNA 第 一 链 
的 合成 , 并 以 此 为 模板 , 以 GF1 和 СВІ 为 引物 进行 
RT-PCR 扩 增 , 以 家 大 持家 基因 (G3PDH) 作 内 部 表达 
对 照 , 分 析 Ga 基因 在 家 看 不 同 发 育 期 和 组 织 器 官 中 
的 表达 。 目 的 基因 RT-PCR 扩 增 程序 为 : 95% 预 变 
性 5 min, 然后 95%C 变 性 30 s~ 553E K 30 s. 72% 
延伸 30 s, 30 个 循环 。 


2 结果 与 分 析 



























































































































































21 RE Ga 基因 的 生物 信息 学 分 析 

家 盔 的 全 基因 组 序列 以 及 大 量 EST 序列 ,为 家 
春 基 因 的 克隆 提供 新 的 途径 。 在 对 已 有 的 Со 基因 
进行 充分 分 析 后 , 利用 该 基因 保守 的 氨基 酸 片 段 和 
Blast 软件 初步 搜索 家 看 的 序列 数据 。 再 用 Genscan 
等 生物 信息 学 软件 对 搜索 得 到 的 序列 进行 基因 预 





























ЖАС 蛋白 a 亚 基 基因 的 一 部 分 。 根 据 所 得 片段 序 
列 设计 特异 引物 ,进行 5' 端 和 3' 端 RACE 反应 ,通过 
Р КАСЕ 扩 增 产物 克隆 并 测序 ,得 到 1 509 bp 全 
长 基因 (GenBank 登录 号 : EU914850)。 利 用 Blastx 
和 DNAstar 软件 进行 分 析 , 只 有 在 310 bp 位 点 的 起 
始 密 码 子 为 正确 翻译 阅读 框 的 起 始 密 码 子 ,推断 该 
cDNA 序列 5' 端 309 bp 为 5' 非 编码 序列 (untranslated 
region, UTR), 3'% 42 bp 为 З'ОТК. PUXE С 6 
白 a 亚 基 基 因 编 码 序列 位 于 310 - 1 467 bp Ж, 共 
1 158 bp; 翻译 成 含 385 个 氮 基 酸 残 基 的 蛋白 质 ( 图 
2)。 
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Eyk 
Electrophoresis analysis of RT-PCR product of 








图 1 KE Ga 亚 基 基因 的 RT-PCR 产物 琼脂 糖 
Fig. 1 








Со subunit gene of Bombyx mori 
М: DL2000 DNA Marker; 1 – 4: 4 repeats of Са. 


2.3 BmGa73B 与 其 他 昆虫 中 G 蛋白 a 亚 基 序 列 
比 对 

从 几 3 可 以 看 出 昆虫 中 Ga 亚 基 中 的 两 个 重要 
的 保守 功能 区 域 , 在 我 们 克隆 到 的 家 看 Втба73В 
亚 基 中 都 存在 。G 蛋白 偶 联 受 体 (GPCR) 侦 联 的 特 
异性 是 由 Ga 亚 基 最 后 7 个 氨基 酸 残 基 决 定 的 ,特别 
是 最 后 5 个 氨基 酸 , 对 于 G 蛋白 与 受 体 之 间 的 反应 
有 重要 的 凋 节 作用 。BmGa73B 亚 基 C 末 端的 最 后 5 
个 氨基 酸 和 其 他 类 型 的 д 亚 基 序列 有 些 不 同 , H 28 
ARV BRT ZAR). Mt NCBI 上 Blast 程 
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ACATTTAATCATTACATTCGCCGTGATTTCAGTGAGTCGTATCGTATTATTTTTTAGGTTTTCTGTTATG -240 
AATATCAAAGAGAATTTCATCTAAGCATTTGTTGGTCACCGTTCAATTTTGCCTTCATTAAAAAAATCTA -170 
ССАСАААСТСАТТААТАТТСТАТТТСТТТСААТАСААААТТАААССТСТТТСТССАСССТААТТСТТАТТ -100 
АСАТТСТААТТСТТТСАСАТАТТТТССАТССТААСССССАТССССТТССАТССАСААСТСТСААТАСТСС -30 


МЕТізенкжгетш Ет ý 
СТАСТТААТАТТААССТТТТССАТАТАСААТССССТТССТАСССТССАТСАААСССТАССАССААСАССА 41 


ің Шстттгка шт лг км НЕО тк V. 
ССАССАСТСААТТСАСАТАСАСССАСАСАТАААССААТССАТТАЛАААТТАТААСССТСССАТААААСТТ 111 


kO SR 9 W 29 ЕБТ (КЕЗ ЖОК ГВ тт 
CTGCTATTGGGTACGGGGGAGAGCGGGAAGACAACAATCATAAAACAAATGAAGATATTACATGTGCACG 181 


Бр: ФЕ КЕТ КІ КЕП Ет Ир н ЕЗ Sq SR Е 
САТТСТСССССАСССАААССАААСАСААААТТАААСАТАТААААТТСААСАТССАССААТССАТАТАССА 251 


ТЕРЕ КЕ Е ТА NO O 9 БМ ТҮ OQ S а SQ У 
САТАСТТСАСАССАТСТССССТСТСАССАТСССТСТССАСААТСССАССААТСТССААТСССААСАСТАС 321 


О Q $ K СӨЗ ЕРТЕ së $ p. 9 А £ % 
ATACTGAAGATGGGTAGTGAGGGTCCTGCGGAATACACCGAGGACTACTTTGACCACGTCCGGTCGCTGT 391 


кр o WE SU R SU W Е MO SK S Q Q рН Есу 
GGAGAGACGGCGGGGTCAGGGAATGTTTTAGACGATCGAACGAATATCAGCTCATTGATAGCGCCGAATA 461 


P S р k É W É DE. D: S E SOS 3 S. Е $ 2R SQ 
ТТІССТАСАСАССАТАСАСТТСАТАСАСАААСААСАСТАСАТТСССТСССАСАСССАТАТАСТТАСАТСТ 531 


Ro ¿Qu Т W d: E 00у R T a ОРСК M Q 45 ü JQ 
ССТСАСААААССАСССССАТССААААААТТСАСТТСАААСТСААСАТАСССААСТССАТССАССОСССССС 601 


отже шеа тум qe Q 3 8 2 ш K É Q Ií Sy ЖЖ Е 
TACAAGACTICTGGATGTTCGACGTGGGCGGTCAGAGGGGTGAAAGGAAAAAGTGGATACAGGTGTTTGA 671 


Ó £ Д F S p SO S & Ü 3 3 39 bo ОЧЕ ЕШ 3 Ж 
AGGTATCAACGCGATCTGGTTCTTGGTGGCTTGTAGCGACTTCGACCAAACTTTGAGGGAGGACAACACC 741 


іні штшігктк по sS op Q S ет ЕЛБА 
АСТААСАСАСТССАССАСТССТТСААССТСТТССААСАССТСТСССАСАССАССТТТСТТСТССАСССТС 811 


ы: ЕН Е G ОХ Ж КЖЖМЕ КЕ ЖЕЖ рд Т 
GGCTGATCGTGTTCCTCAACAAGCAGGACGTGCTGGAGGCGAAGGTGTCCCGGGGCCGCTCGCCCGCCAC 881 


Нн ÉE J RN T Р КЕЗ БОЗ s T 08 ТЕ ШТ ГӘ 
CCACTTCCCGGAGTACTCCCGGTACGAAGCGCCCGGGGACGAGTACACGAGGACCAAGCTCTTCATACGG 951 


& $£ S N 39 $ ТЕЗ W SL ОЕ А Уд š Ж KO R E ЯУ 
AGTCTGTTCGTCGACTTGACCAAGAGGCAGCGGCAGCGCGCCGTGGCCGCCTCGGCCGAGCGCTTCGTCG 1 021 


е шул 36 @& Š * É СУ É sb y $ T лато тШ У Е 
ТТССТСАСССССАСАСССССССССАСТССТАСТТССАСТТСАССАСССССАСССАСАСТСАСААТСТССС 1 091 


p. R O ЛЕ sk H; Q 3 4 T Pp OB МОГ КЗ 6 SW Ww 
GACCGTCTICAGAGACGTCCACCAGATCATACTGACGCACGTGCTCAATAATATAGGCGTTTATICAATA 1161 
АААТААЛАТТСТТТТСТТССССААДААДААААААДАААА 1 231 






































2 KÈ Втба73В 亚 基 基因 的 全 长 cDNA 序列 和 推测 的 氨基 酸 序列 
Fig. 2 Nucleotide and predicted amino acid sequences of Bombyx тогі BmGa 73 В subunit 
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Bmo-G!Asl 74 
Bmo-Glas2 74 
Dme-G|Ás60 ; 76 
Dme-G|À49B ; p -86 
Вшо-б!Ад : 66 
рме-6!Ао47 : : я š r 856 
pmo-Glio 00: Š 7 $ ШЕЕМСІО--АЗАр е 4 : 66 
Dme-GIAi65 ， су KEAIBR3R RAEGER--AASEVIÄ oh ЗТШУКОМЕ 5 : 6 
Dme-G1A73B : 1 ; 80 
Bmo-G1A73B ; ES Ç Р 67 
6 C 6 6 46LLLG EšSGZ3T 6КОМ416Н 6523 
120 к 140 Ы 
Вмо-6! Ав1 EZQENKVRVDYIQDVASQEDFDYPSERYEH 157 
Bmo-Glås2 ; PENKPRVDYIQDVASQPDFDYPSERYE 157 
Dme-G|Às60 ; EKKENEPRVBYIQDYASSEDENYPPEEYBHTSEDI i 159 
Dme-GijAd9B : R E 147 
Bmo-Gjåq : 147 
Dme-G!Áo47 : KO 149 
Bmo-G! åo Ц 149 
Dme-G! A165 : 149 
Пше-б|А73В ; 261 
Bmo-G1A73B : KI 148 
hsl YN-------- ID VG SD H : 232 
А52 : ЦЕП МГКТНҮНЕОРОНТФТВОЮИРС ДУШ ЕН CT QiyyDKVH---- HN WI B : 232 
as60 ; үЧ-------- ' q ; 234 
ААВ : 1-------- ( МШІЗШІҢ : 222 
Ад : |-------- ' 7 МЙТЕНІП ` 222 
ілі: 0 N-------- : J: 224 
Ao Eh (a) N-------- F WI 1 224 
有 Ai65 : } І SCKOLH-——————-| : 12 224 
Á?3B ; I RYPIPESMGSCEQ К ; 244 
ÁT3B ; I ЕНОТ EIYFYVEI PE SMOGE OL RK ТАҢНЫҢ : 231 
Ero-G | Ав1 315 
3ro-GlaAs2 ; 315 
Dmre-G Ás60 : 317 
Dre-G A49B : 294 
Bro-G Àq : 294 
Dme-G Aod? : 295 
Вко-С|до : 295 
Dre-GlAi65 : 295 
Dre-G|A73B ; 323 
Bro-G А?ЗВ : 307 
* 380 + 
Ero-G Ásl : КІЗТА---------------- sepekuyc РЁ TEST чос OY : 380 
aro-Glas2 ; REERLRISTA---------------- TGDGKHDCNA RM3NGCRNI QY ; 380 
Dre-GlAs60 : ZVIRAKYNMIRDEELSISTA---------------- SGDGKHY CHE! ENWKRIJN OC 10Ү : 382 
Пке-6!А49В : ШАТТАРЫШШРМЕҮТІК2------------------- DSEKII T E г: 353 
Bro-G Áq : --- ЈАНААВЕ Ш. РМЕҮТІКЕ------------------- DAEKIIBM: T ІР Г 1 353 
D Ао47 : 3) ШОДОРЕЛАҚХ------------------- STSKEI T piqpa T DVI ANN г : 354 
3 ho : зү NWQAQPEARNK--————--- STmKBIM T pupa mu Wr eccle : 354 
Dres-Glai65 ; R! -—-KDQEBI СЕТТЕ E Np a T DT КИМЕК; : 355 
Dre-G|Á?3B : C QVIELGTSERECİ T DM CM Ws SAG : 399 
Зко-6|АТЗВ : ---SYTRTKI3BMRSLEVDLTKRORORAYAASAERRFVVCEAHRPRECI T 1 г : 385 
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图 3 昆虫 G 和 蛋白 亚 基 氨基 酸 序列 比 对 
Fig. 3 Alignment of amino acid sequences for Ca subunit from insects 
Dme: MB Drosophila melanogaster; Bme: KÆ Bombyx тогі: 
色 代 表 相 同 的 氨基 酸 序列 。Black indicates the identical amino acid sequence. 
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Hsa-Goz 
Dme-Goo 47А 
Bmo-Goo 
Нѕа-Соо 
Dme-Goi 65А 
Нва-Сой 
Hsa-Gok 
HSsa-Got 
Dme-Go 49B 
Bmo-Goq 
Нва-бод 
Нва-Со11 
Нѕа-С014 
Нѕа-С01 5 
Нва-Со13 
Нва-Со12 
Dme-Gos 60А 
Bmo-Gos 1 
Вто-Со08 2 
Hsa-Goolf 
Нва-Сов 
Рте-Со 73B 
Аае-СМА 
Вто-Со 73B 

















图 4 已 报道 的 昆虫 G 蛋白 亚 基 氨基 酸 的 聚 类 分 析 
Fig. 4 Phylogenetic tree of the known insects Ga subunit sequences 
Нѕа: 人 类 Homo sapiens; Оте: ЖЧ Drosophila melanogaster; Вто: KÆ Bombyx тогі; Aae: 埃及 伊 蚊 Aedes aegypti . 


ЛЕНЕ, HRE BmCa73B 亚 基 序列 与 其 他 物种 进行 Втба73В. 
比 对 , 发 现 它 与 其 他 物种 中 Ga 亚 基 具 有 一 定 的 同 源 2.4 BmGa73B 在 家 和 大 不 同 组 织 器官 中 的 转录 表 
性 : 与 硝 椎 动物 小 鼠 、 人 类 的 Csao С/ов, Саа» Сі22 МЕ 

13a 的 同 源 性 为 34% ~ 44%, 与 家 和 大 中 已 报道 的 @ 提取 家 和 蛋 5 龄 期 幼虫 不 同 组 织 器 官 的 总 RNA, 
亚 基 氨基 酸 序列 的 同 源 性 为 37% ~ 43%; ЛІНІП DEKA cDNA 并 以 СЕТ 和 GRI 为 引物 进行 PCR 
几 类 G 蛋白 。 亚 基 的 同 源 性 为 35% 47%, 尤其 是 TMe M RT-PCR 方法 分 析 BmGa73B EZERA 
和 果 晤 中 的 Gfa( Quan et al.，1996) 同 源 性 最 高 , 达 组 织 器 官 中 的 表 过 情况 。 在 测试 的 11 个 组 织 器 官 
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ІТ 47%. 通过 对 昆虫 G ЖН à 亚 基 的 聚 类 分 析 rh, 发现 BmGa73 В 的 转录 峰值 出 现在 中 肠 组 织 , 而 






































图 4), 新 发 现 的 ВтбСо73В 亚 基 和 果 蝎 中 Gfa73B 25 在 马 氏 管 、 头 ` 神 经 索 等 组 织 转录 水 平 有 所 下 降 ， 














缘 关 系 也 最 为 接近 。 从 聚 类 分 析 图 上 可 以 看 出 Втба73В 在 其 他 组 织 也 都 有 少量 表达 (图 5)。 
BeaGe73B 和 果 蝇 中 的 Gls73B 208 НК А. ocgypii 25 Bm00738 ERETAHRAMANIEE | 
中 AaeCNA 亲缘 关系 较 近 , 但 与 果 晶 ,家 每、 人 等 其 人 
他 物种 的 4 类 G 蛋白 。 亚 基 末 缘 关系 都 比较 远 ,可 cDNA 并 以 GF1 和 СКІ 为 引物 进行 PCR 扩 增 。 用 
kin aqa s рва у КРОК веатзв ЖЕНЕ 
в F J WI H` о V 26, ZL ZË fi ` 
1 2 3 


4 5 6 7 К 9 10 11 






































BmGa73D 


图 5 BmGa73B 基因 在 家 蛋 各 组 织 咒 官 的 cDNA 扩 增 
Fig. 5 Втба73В amplification from the cDNA of silkworm tissues and organs 
1: K Head; 2: ЖА Integument; 3: 脂肪 体 Fat body; 4: 马 氏 管 Malpighian tubule; 5: 中 肠 Midgut; 6: 丝 腺 Silk gland; 
7: 血液 Blood cell; 8: 神经 索 Longitudinal nerve cord; 9: 背 血 管 Dorsal vessel; 10: HÍ Ovary; 11: Ж Testis. 
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表达 情况 。BmGa738B 的 转录 峰值 出 现在 1 龄 幼虫 ， 
MH, 2~5 龄 幼虫 一 直 保 持 较 高 水 平 的 稳定 表达 ， 
在 预 晴 期 表达 水 平 降低 , 随后 在 师 早 期 又 有 所 升 高 ， 


1 2 3 4 5 6 7 Ы 9 











在 师 晚 期 和 成 虫 期 则 没有 表达 。 据 此 初步 推测 该 基 
因 是 一 个 组 织 器 官 和 发 育 时 期 特异 性 表达 的 基因 
(图 6)。 


KD e 15 14 18 46 
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6 BmGa73B 基因 在 家 妊 














不 同 发 育 时 期 的 cDNA 扩 增 


Fig.6 Втба73В amplification from the cDNA of silkworm at different developmental stages 
1-5: 1~5 龄 幼虫 1st to 5th instar; 6: 预 化 晴 1 天 1st day of pre-pupa; 7: ЭЛЕ 2 Ж 2nd day of pre-pupa; 
8-15: ШІ 天 到 最 后 1 天 1st to 8th day of pupa; 16: E Adult. 











з 讨论 











本 文通 过 生物 信息 学 方法 结合 RACE 技术 由 家 
#š yë #l| G 蛋白 a 亚 基 序列 ,根据 氨基 酸 序 列 比 对 ， 
发 现 该 亚 基 与 已 经 报道 的 G 蛋白 a 亚 基 只 有 34% 
~47% 的 同 源 性 , BmGa73B C 末端 的 最 后 5 个 氨基 
酸 和 其 他 类 型 的 a 亚 基 序列 (Sprang，1997; 
Hildebrandt; 1997; Cabrera et al., 2003; Robishaw and 
Berlot，2004) 有 些 不 同 , 据 此 推测 该 亚 基 与 GPCR 偶 
联 的 特异 性 也 可 能 有 所 不 同 。 

BmGa73B 和 果 晶 中 的 Со 蛋白 同 源 性 很 高 。 
研究 表明 Сі 在 果 晶 的 发 育 中 起 着 重要 的 信号 转 导 
作用 (Quan et al., 1996), 由 此 推测 Втба73В 可 能 
也 在 家 看 的 发 育 过 程 中 起 着 一 定 的 信号 转 导 作用 。 
用 RT-PCR 方法 检测 该 基因 在 家 午 中 的 表达 情况 也 
验证 了 这 一 点 。 我 们 的 研究 结果 表明 BmGa73B 基 
因 是 一 个 广泛 存在 的 基因 ,可 能 在 调节 家 大生 命 活 
动 中 具有 重要 作用 。 中 肠 是 家 春 消 化 器 官 最 发 达 的 
部 分 , BmGa73B 在 家 看 中 上 肠 组 织 的 高 表达 ,表明 它 
可 能 与 家 看 消化 有 关 。 双 发现 该 基因 主要 在 幼虫 
ЯН, 晴 早 期 转录 , 而 在 成 虫 期 没有 表达 。 表 明 
BmGa73B 主要 在 发 育 期 起 作用 。 Втба73В 的 这 种 
严格 的 时 空 表达 方式 可 能 与 特定 的 发 育 事件 中 G 
偶 联 的 信号 传导 一 致 。BnGa738 的 表达 方式 预示 
着 BmGa73B 偶 联 信号 是 发 育 早期 必需 的 ,而且 之 后 
某 些 组 织 比如 中 肠 发 育 也 是 必需 的 。 这 些 推测 可 以 
用 可 行 的 一 些 遗 传 手段 来 加 以 验证 。 ВтСба7зВ 的 
发 现 为 研究 家 春 的 发 育 提 供 了 条 件 。 至 于 在 家 看 的 
G 蛋白 信号 途径 中 上 游 受 体 及 相应 配 体 以 及 不 同 配 
体 刺激 受 体 G 蛋白 的 传递 机 制 和 生理 效应 , 及 对 发 


育 过 程 的 调控 等 还 需要 进一步 的 研究 。 
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